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論 文 内 容 要 旨
緒言
イネ の小胞子期 の菊は低 温で障害 を受 けやす く、障害型冷害 として しば しば大 き
な 問題 とな る。 この時期 の菊 が他 の組織 と比較 して低温で障害 を受 けやす い理 由 と
して 、 ミ トコン ドリアの活性 が高 い ことが考 え られ る。
高等植物 の ミ トコン ドリアの電子伝 達 系 には、主経路である シ トク ロー ム経 路 と
は別 にシア ン耐性呼吸経路が存在す る(Fig.1)。 その最終酸化 酵素(altemative
oxidase;AOX)の 遺伝子が単離 され た ことによ り、 シア ン耐性 呼吸 の分 子生物学 ・
生化 学的な研 究が急速 に進展 した。 シ ア ン耐性 呼吸は、環境 の変 化 に応 答 して細胞
内恒 常性 の維持 に寄与 してい ると考 え られ るよ うにな り、近年 、 シ トク ロー ム経 路
が 阻害 された とき活性酸 素の発 生 を抑 制 して いる ことが示 され た。低温条 件下 にお
いて もミ トコン ドリアの電子伝達 を維持 し、活 性酸素 の発生 を抑 制 して い る ことが
提唱 され てお り、シアン耐性呼 吸 と低 温 耐性 との関連が示唆 され て いる。 しか し、
シア ン耐性呼 吸 とイネの障害型冷害 の 関係 につ いて の報告はな されて いな い。
本研究で は、イネの障害型冷害耐性 とシア ン耐性呼吸の関係 を明 らか にす る こと
を 目的 として、始めにイ ネの莉で発現 す るオ研 遺伝 子 の単離 を行 った(第1章)。 さ
らに、オ0匪遺 伝子 を過剰発現 させた形 質転 換イ ネの解 析(第2章)、 障害型 冷害耐性
QTLに 存在 す るオ(冴遺伝 子の解析(第3章)を 行 った。
第1章 イネ.40X遺 伝子 の単離
1・1イ ネ の葡 で発 現 す るオOX遺 伝 子 のcl)NAク ロー ニ ン グ お よ び シー クエ ン
ス 解 析
障害型冷害 との関係か らタペー ト組 織崩 壊 前 の繭 に注 目し、 イネ の商 で発現 す る
オ(瑳遺伝子 のcDNAク ローニ ングを行 った。 本実験 を始 める以 前 にはイネ の凶(灰遺 伝
子 が報告されていなか った ため、PCR法 によ りイネ ゲ ノムか らの嬢π 遺 伝子 断片 の
増幅 を初 めに行 った。次 に、 この増幅 され た断片 をプ ロー ブ として 、イネ(障 害型
冷害耐性極強品種はや ゆき)の 小胞子 期繭 のcDNAラ イブ ラリー をス ク リー ニ ング
し、イネの菊 において発現す る班 冴遺 伝子 の全 長 のcDNAを ク ロー ニ ング した。一 つ
のク ロー ン(0訪(刀 ロαとす る)が 得 られ 、 ダイズや タバ コ等 の他 の植物 の嬢 次 遺伝
子 と推定 アミノ酸配列 で70%前 後 の高 い相 同性 を示 した。AOXの 酵 素活 性 の調節機
構 で あるジスル フィ ド結合や チオヘ ミアセ タール結合 に関わ る シス テイ ン残基 や 、
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活性部位 の二価鉄 との結 合 に関わ るア ミノ酸残基 が保存 されて いた(Fig.2)。
1・2イ ネ の蒋 に お け る浸OX遺 伝 子 の発 現 解 析
クローニ ング した0朗(班1α をプ ロー ブ と してイ ネの約 における発 現 をノーザ ンプ
ロッ ト分析で調べ た。そ の結果 、.40癌遺伝子 は莉 の発育 初期 に発現 し、成熟 した繭
で偉発現 して いなか った(Fig.3)。 次 に、 ウェス タ ンブ ロッ ト分析 を行 った。小胞
子 期の蔚では34kDaの バ ン ドが強 く、二細 胞期 の菊 で は32kDaの バ ン ドが強 く検 出
された(Fig.4)。 未 成熟 の菊で はAoxタ ンパ ク質 が検 出 され るが、成熟 した薪で は
検 出されず 、 ノーザ ンプ ロッ ト分析 の結果 と一致 した。AOXが 小胞 子形成 のた め の
生合成が盛 んな時期や組 織 にお いて重要 な役割 を果 た して い ることが考 え られた 。
1・3イ ネ ゲ ノ ム を用 い たオOX遺 伝 子 の解 析
0副oX1α をプ ロー ブ と してサザ ンプ ロッ ト分析 を行 った。4種 類 の制 限酵素で 処理
を行 い、37非 翻訳 領域 を プロー ブ とした場合 、全て の制限酵 素 につ き1本 のバ ン ドが
検 出 されたが、保存 され た領域 をプ ロー ブ とした場合 、全て に多数 のバ ン ドが検 出
され(Fig.5)、 イネゲ ノム 中に複数 の班 灰遺伝 子が存在 す る ことが明 らか にな っ
た。
イネのゲ ノム ライ ブ ラ リー をス ク リーニ ング し、双 π 遺伝子 めゲ ノムDNAク ロー
ンを2種 類(gAoEgAoc)得 た(Fig,6)。 塩基醜 列 を調べ 、o訪(班7α の上流 に は も
う一つ の蝋 冴遺伝子(0認(λX乃 とす る)が 存在 す る こ と、別 のク ロー ンにはさ らに
別 の嬢灰 遺伝子(0畠4(双7cと する)が 存在 す る ことを明 らか に し、イネゲ ノム 中に
存在す る3種 類 の虹0囎 伝 子 を同定 した。0εm湿 わと0詔(2Xヱcの 菊 にお け る発現 は確
認 されなか ったが、そ の後 、Itoε∫σZ.(1997)、Saikaε ∫αZ.(2002)に よ り他 の組 織
で の発現が確認 され 、偽 遺伝 子で はない ことが示 され た。
第2章 オOX遺 伝子を過剰発現させた形質転換イネの解析
2・1・40X遺 伝 子 を過 剰 発 現 させ た 形 質 転 換 イ ネ の 作 出 お よ び 障 害 型 冷 害 耐 性
の評 価
イ ネで0副(λX1αを過剰 発 現 させ る こ とによ り、 障害型冷 害耐性 が強化 され るか を
調べた。 トウモ ロコシのユ ビキ チ ンプ ロモーター(Ubipro)にOM(刀 【1αを連 結 した
コンス トラク トUbipro::0訪(刀 【1α(Fig.7A)を 作成 し、ア グロバ クテ リウム法で 障
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害型冷害耐性 弱品種 ヤマホ ウ シに導入 した 。得 られたハイ グ ロマイ シ ン耐性 の23個
体 につ いてサザ ンプ ロッ ト分析 を行 った と ころ、全ての個体 で導入遺伝 子 が確認 さ
れ、導入遺伝子 のコ ピー数 は1～3コ ピーで あった(Fig.7B)。 葉 のAoxタ ンパ ク質
の検 出を行 った と ころ、非形質 転換体 では検 出できないが 、全 て の形 質転換体で32
kDaのAOXタ ンパ ク質が多量 に検 出 された(Fig.8)。
形質転換体 のT1植 物を用 い、 閉鎖 系温室 内の冷水 プールで 出穂3週 間前か ら出穂 ま
で水深20cm、19℃ の冷水 によ り低温処理 を行 った。それ ぞれの形質 転換体 の結実 率
を調査 し、障害型冷害耐性 を評 価 した。常 温で育て た場 合は全て の系統 で80-100%の
結実率 を示 した。低温処理 を行 った もので80%以 上 の結 実率 を示 した 系統(UA25)
も得 られ たが(Table1)、 導 入遺伝子 が分 離 によ り抜 けて いる個体 で も同様 の結実
率 を示す ものが あ り、後代 を用 いた再現性 の確認が必要 と考 え られ る。形質転換体
の小胞子期繭 にお いて多量 のAoxタ ンパ ク質 が検 出され たが(Fig.9)、 ほ とん どの
形質転換体で著 しい障害型 冷害 耐性 の向上 が見 られな い ことか ら、発 現 量 を増加 さ
せただ けでは障害型冷害耐性 が 顕著 に強化 されな いと考 え られた。
2-2イ ネ の葡 のAOXタ ンパ ク 質 と障 害 型 冷 害 耐 性 度
障害型冷害耐 性極強品種 はや ゆきでは小胞子期 の繭で は34kDaの バ ン ドが強 く検
出 され 、 この時期 に発現 して いた0團0照 αを障害型冷害 耐性弱 品種 のヤマホ ウシで
発現 させ た ところ、過剰発現 させ たOsAOXlaは32kDaの バ ン ドとして検 出 され た。
そ こで、障害型冷害 耐性度 の異 な るい くつか のイ ネ品種 を用 いて小胞子 期 の薪 の
AOXタ ンパ ク質 の検 出 を行 った。 障害型冷 害耐性弱品種(サ サ ニ シキ 、ヤマホ ウ
シ)で は32kDaの バ ン ドが 、障 害型冷害耐性 強 品種(コ シヒカ リ、古 川耐冷性集積
系統)で は32kDaと34kDaの バ ン ドが検 出 された(Fig.10)。2種 類 のバ ン ドの差 異
は翻訳後修飾 の有無か、異 な る遺伝子 産物 に 由来す る ことが考 え られ 、32kDaと34
kDaのAqXタ ンパ ク質で は酵 素 の特性 が異な る可能性が考 え られ た.34kDaの バ ン
ドは障害型冷害耐 性強品種 のみ で検 出 され 、障害型冷害 耐性 にシア ン耐性 呼吸が 関
与す る可能性が示唆 された。
第3章 障害型冷害耐性QTUこ 存在す る!40X遺 伝子 の解析
3・1!重ox遺 伝子 と障害型冷 害耐性QT正 のイネ染色体 上 の位置
農林水産省イネゲノムプロジェク トに依頼 して、0訪(膿 αをイネ染色体上にマ ッ
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ピング して も らった。その結果 、0訪(膿 αは第4染 色体 のRFLPマ ー カーS2468か ら
0.3cMの 位 置 にマ ッピングされた(Fig.11A)。0誼(λX1α の存在 す る位置 は、Saitoε∫
砿(1995)に よるQTL解 析 で得 られて いるジ ャワニ カ品種Silewah由 来 の障害 型冷害
耐性QTLの 位置 と一致 した(Fig.11A,B)。
この こ とか ら、 シアン耐性 呼吸が障害型 冷害耐性 と関係す る ことが強 く示唆 され
た。Silewah由 来 の障:害型冷害耐性QTLに は、発 現部位 また は酵素特性 が異な るオ0匪
遺伝子が 存在 す ることが考 え られた。
3・2カ ル ス で のAOXタ ンパ ク質 の品 種 間差 異
Table2に ま とめた品種 を用 い、種 子か らカルス を形 成 させAOXタ ンパ ク質 を検 出
した。 ジ ャ ワニカ品種 由来 の障害型 冷害耐性QTLを 持 つ品種(Silewah・ 中間母本農8
号 ・北海PL5・BT4-76-2)で は33.5kDaの バ ン ドが、持 たな い品種(北 海241号 ・き
らら397・BT4-9-7)で は32kDaの バ ン ドが検 出 され(Fig.12)、 品種 間で明 らかに
異な った 。 この差異 は小胞子 期 の繭 において も同様 に検 出された(Fig。12)。 同一
種内で この よ うなAOXタ ンパ ク質の見 か けの分子サ イズ の明確 な差異 の報 告 は今 ま
で にな く、 この差 異が ジャワニカ品種 由来 の障害型冷 害耐性QTLの 有無 と完 全 に連
動 して見 られてお り、遺伝 学 的 に同定 された遺 伝子座 の差異 に関係 して いる可能性
が示 唆 され た。
サザ ンプ ロッ ト分析 によ り、報告 されて いるBACク ロー ンの塩 基配列 か ら予想 さ
れ る大 き さの3種 類 の張 班遺 伝子 が特 異的 に検 出 され(Fig.13)、 品種 間にお いて一
つ の遺伝子 が 抜 けて いるな どの大 きな差 異 はない こ とが示 された。 次 に、 ノー ザ ン
プ ロッ ト分 析 によ り3種 類 の凶0匠遺伝子 の転写産物 を品種問で比較 した。0訪(刀 ロαの
転写産物 が1.4kbに 検 出 され たが、o朗o匪 乃 とo訪(冴 コcは検 出されなか った(Fig.
14A)。RT-PcRに よ りo副(冴 コcの転写 産物 は微 量検 出 された(Fig.14B)。 しか
し、品種 問 にお ける発現量 に差異 はな い ことか ら、 ウェス タンブ ロ ッ ト分析 で検 出
されたAOXタ ンパ ク質 は全 て0謡(2湿 αの産 物で ある と考 え られ、 品種 間で見 られた
AOXタ ンパ ク質 の分子 サイ ズ の差異 は、異 な る誕 次遺 伝子 に由来 す るので はな い こ
とが示 され た 。推定 ア ミノ酸 配列か ら計算 したOsAOXlaの 分子 サイ ズは31.8kDa
で、ジャ ワニカ品種 由来 の障害型 冷害耐 性QTLを 持 たな い品種で検 出 され たバ ン ド
のサ イズ と一 致す る。 ジ ャワニカ品種 由来 の障害型 冷害 耐性QTLを 持つ品種 で検 出
され た33.5kDaの バ ン ドは、弓0訪(2湿 αの翻訳 され る領 域 の変異 によ り何 らか の修飾
が生 じて い る ことが考 え られた 。
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3・3!望OX遺 伝 子 の塩 基 配 列 の品 種 間差 異
AOXタ ンパ ク質の分子量の差異は0訪6収1α の遺伝子領域 内 の変 異 による ことが考
え られ たため、そ れぞ れの品種 の塩基 配列 を比較 した。OM(刀 【1αの翻 訳 され る領域
で、品種 間の一塩基多型 を一 ヵ所見 いだ した。Gか らTの 置換 によ り推定 ア ミノ酸 配
列71番 目の リジ ンが ジ ャワニカ品種 由来 の障害型冷害耐性QTLを 持つ 品種で はアス
パ ラギ ンとな る変 異で あった(Fig.15A)。 それ 以外の翻訳 され る領域 に差 異は見 ら
れ なか ったた め、 このアミノ酸 の置換 によ り差異が生 じて い る ことが考 え られた 。
そ こで 、それぞ れの組換 えタンパ ク質 を大腸菌 で発現 させ た と ころ、カル ス にお け
る品種 間差 異 と同様 に差異 を示 し(Fig.15B)、 カルス のAoxタ ンパ ク質 で検 出され
た品種 間差 異 は、一塩基置換 によ る一 アミ ノ酸 の変異 に由来す る ことが示 された。
オ(次遺伝子 座 におい て対立遺伝子 が存在す る ことを示 した始 めて の報告 とな る。
変 異が 同定 された部位が活性 制御 に関わ る部位で あ る可能性や 、 同定 した変 異 によ
り低温 下 にお ける酵素 の安定性が異 な る可能性が考 え られ る。AOXタ ンパ ク質 の見
か けの分 子サイ ズの品種間差異 と塩基配列 多型 は、調べ られ る限 りにお いて ジ ャワ
ニカ 品種 由来 の障害型冷害耐性QTLと 完全 に連鎖 してお り、孟(π遺伝 子 が ジャワニ
カ品種 由来 の障害型冷害耐性QTLの 有用 な連鎖マー カー であ る と同時 にジャ ワニカ
品種 由来 の障害型冷害耐性QTLの 本体 で毒 る可能性が示唆 され た。
結語
イネの障害型冷害耐性 において、 シアン耐性呼吸に着 目し、イネの蔚で発現する
訳π遺伝子を単離 した。 この帰OX遺 伝子を過剰発現させた形質転換イネ を作出し、
形質転換体の障害型冷害耐性 を評価 したが、発現量を増加させただけでは耐性が強
化されない可能性が示唆された。譲双遺伝子 のイネ染色体上 の位置が、ジャワニカ
品種 由来の障害型冷害耐性QTLの 位置 と一致す ることを見いだ し、ジャワニカ品種
由来の障害型冷害耐性QTLを 持つ品種と持たない品種 を用いてオ(π遺伝子 について










































層AC乱㎜CGGC㎜TG跳GC㏄CC〔 嵐TGGCCG昼 瓦TCGGCG跳 丁9C皿C㎜CG㏄GGCGGCG㏄CGCCrPCT7






C臨 ㎝GGC6呂ACGCG6轟G簡G6凸6GTGGTGG7C臨C跳GCτ λC-TCG蕊GC瓦G燗{琳 ㎜GCG
虞 区JLD為 呂KBVVV駕SY騎G工EQS翼1くLVR
GG轟G曲(コGGC乱CGG瓦G『G舳G㎜TGC7TTムGGCC轟 層GGG臥GムCC雪 ハC轟㏄ ㏄GG轟C轟C鷹 〔議TC{議,CT
・D .・ ・ ・ ・ … ◎ ・RP・M・ 』 … エDL
6△CG3L瓦GC瓦CCAC67GCCC轟 為6轟CGCTGCTCG轟C轟 鳥G凄L7C㏄ ㎝A㎝GGλCCσTC砥G㌘CGCをGC6C『 τCCCC瓦C
TRSeVPRTLLDRIAYWTVRSLA!PT
TG』Tゑ㎜TCC真G跳6Gハ 〔窺 λTGGCTGCC㏄ ㏄6瓦 ㎜TGCTGG瓦G△CGG7G購G6TqCC6GG肌 ㎜










































CG孔C△瓦CGTCCCT㏄CCCGGCこ 醜℃㏄C孔 ㏄ 〔聾LCTムCTGGCGCCTCCOCGCCAムC㏄C轟CGCTC瓦 匹G騒跳CGTC㎝
DHVPムPム1A工D■ 闘RLPA翼 乳 丁 ■KDVV
CハC(㎜ ℃GTGC㏄GCC6醜C㎝GGCTC轟CCムCCGCG戯CGTCλA鵬ACTTCGC盈 冗GG轟C鳶 ㎜ πAC(議 ㎜?
・VVR・ ・ 回 ・ ・ 回RDV閥 ・ ・SD・ 日 ・ 。 ・ ・
⑬GC㎜ ㏄照瓦CC㏄螂 ㏄CG盈購 ㎜瓢 ㎝ ㎝GGA四 ㎜ACT㏄C6瓦 曲 ㎜ 爬孔(躍ハ
■L区Q?PムPIG¥且,





























































S SXX x X
OsAOXfc
-r

















































































































































































































































































a 1 0 0 1 2
_一_2____」L___Ω___ユ___」 Ω_____旦_
























































































・1 、'.・ 此 ・嫉,;ン 証1『q,「 ・
Tr「 ・「「 唱・響L曽r厚,」F」P「 」げ
噛'1轡鱒 噸ゆ 鱒 吟繕
r,、 ㍉ 、,を ー ● ρ;
㌔ 」 ひ ド"ぼ ト 「 ● 、魑
噌 ψ!κ 偽 ・.卿 例'、 ・
尉1撫麺 鹸耀1難 難
・争 ・1・ 嚥 弛 二・二・『
..∴3.野 ….y'・;ア コヒロコ ロ ら ロ 　おド ニ ら キド
F}㍉ 一"量7・ 舜}馳 噛 一.・ 「 レ眺 「'
コ ツよ ド ロニ び ア ノ 　 　 　 ら
嘗 ・・姻 ・雛 灘i・'い'
,"　 'm.、.麟,『r幣
∵'・=ビ ㍉ 一灘 惚=三 蟹.,rピ.噛・ξ藩 ヅ
,.陵.,』





















.島,護 可.炉 了 帰.」..⊆ 憎. ..;調」.....馳... F
. 娩 碑 ・ 躍..{恥
"モ.マ ・ 一 、 瞳 卿 繍 ∵.畠 函 ビ 鰍 ←
●敵 藤 糊 ℃r謝 ψ
・




















ゆ ぞ ヒ　 セで　コ　 　 く 　　







































論 文 審 査 結 果 要 旨
イネの障害型冷害 は,東 北地方 の農業生産における重要 な問題 であるため,古 くか ら活発 に研究 され
てお り,繭 のタペー ト細胞 における ミ トコン ドリア活性の低下が花粉不稔の原因の一つ と考え られてい
る。一方,シ ア ン耐性呼吸経路の最終酸化酵素(alterlla七iveoxidase;AOX)は,低 温条件下 において
もミ トコ ン ドリアの電子伝達 を維持 し,活 性酸素 の発生 を抑 制す るこ とか ら,シ アン耐性呼吸 と低温耐
性 との関連が示唆 されてい る。本研究は,イ ネの障害型冷害耐性 とシア ン耐性呼吸の関係 を明 らか にす
る ことを目的 として,イ ネのAOX遺 伝子の分子 遺伝 学的解析 を行 った ものである。
イネの繭で発現す るAOX遺 伝子 の全長 のcDNAを クローニ ング した。.AOX遺 伝子は繭の発育 初期
に発現 し,成 熟 した繭では発現 してい ないこ とを見出 し,AOXが 小胞子形成のための生合成が盛 んな時
期 や組織 において重 要な役割 を果た しているこ とを示唆 した。 イネゲ ノム中に存在す る3種 類のAOX
遺伝子 を同定 し,OSAOX1α のみが繭 において発現 してい ることを確認 した。
A(冴 遺伝子 を潭剰発現 させた形 質転換 イネを作出 して障害型冷害耐性の評価 を行 い,.4(冴 遺伝子 の
発現量を増加させただけでは障害型冷害耐性が顕著に強化 されないことが分かった。
障害型冷害耐性度の異なるい くつかのイネ品種を用いて小胞子期の繭のAOXタ ンパク質を分析 し,
障害型冷害耐性弱品種では32kDaの バン ドを,障 害型冷害耐性強品種では32kDaと34kDaの バ ンド
を検出した。34kDaの バ ンドは障害型冷害耐性強品種のみで検出され,障 害型冷害耐性にシアン耐性呼
吸が関与する可能性を示唆 した。
08AOX1α をマッピングしたところ,そ の染色体上の位置は,ジ ャワニカ品種由来の障害型冷害耐性
QTLの 位置と一致することを見出 した。 タンパ ク質分析において,ジ ャワニカ品種由来の障害型冷害
耐性QTム を持つ品種では33.5kDaの バンドが,持 たない品種では32kDaの バンドが検出され,品 種間
で異なった。品種の塩基配列を比較 し,OsA(⊇X1α の翻訳される領域で一塩基多型 を見出 した。組換 え
タンパク質を大腸菌で発現させた分析で,AOXタ ンパク質の品種間差異は,こ の一塩基置換による一ア
ミノ酸の変異に由来することを明らかにした。
以上のように本研究は,イ ネの繭で発現するAOX遺 伝子を初めて単離 し,そ のイネ染色体上の位置
が障害型冷害耐性QT■ の位置と一致することを見出し,Aox遺 伝子座の対立遺伝子 を明らかにして,
イネの障害型冷害耐性 とシアン耐性呼吸の関係 を示唆 したもので,イ ネの育種学上の貢献が大 きい。
よって審査員一同は本論文は博士(農 学)の 学位を授与するに値する内容であると判定 した。
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